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Background:	  	  	  Cutaneous	  T-­‐cell	  lymphoma	  (CTCL)	  is	  a	  rare	  malignancy	  of	  the	  skin	  and	  fatal	  if	  untreated.	  	  The	  mid	  1980s	  introduction	  of	  molecular	  tests	  for	  clonality	  revolutionized	  the	  capacity	  to	  diagnose	  the	  disease.	  	  Polymerase	  chase	  reaction	  (PCR)	  is	  now	  routinely	  performed	  on	  blood	  and	  involved	  skin	  to	  detect	  clonal	  T-­‐cell	  receptor	  (TCR)	  gene	  rearrangements.	  	  It	  has	  been	  widely	  assumed	  that	  CTCL	  arises	  from	  a	  monoclonal	  T-­‐cell	  population.	  	  Detection	  of	  one	  or	  two	  uniform	  γTCR	  gene	  rearrangement	  sequences	  is	  expected,	  depending	  on	  whether	  one	  or	  both	  alleles	  have	  undergone	  rearrangement	  in	  the	  original	  tumor	  progenitor	  cell.	  	  However,	  three	  or	  more	  clonal	  sequences	  are	  sometimes	  detected,	  and	  thus	  far	  no	  clear	  explanation	  for	  this	  finding	  has	  been	  offered.	  	  Clarification	  of	  the	  mechanism	  responsible	  for	  these	  multiple	  monoclonal	  populations	  is	  a	  prerequisite	  to	  the	  understanding	  of	  the	  pathogenesis	  of	  CTCL	  and	  for	  appropriate	  application	  of	  PCR	  determinations	  in	  the	  diagnosis	  and	  management	  of	  CTCL.	  
Objective:	  	  To	  elucidate	  the	  origin	  of	  γTCR	  gene	  rearrangements	  in	  CTCL	  tissues	  of	  single	  patients	  in	  which	  more	  than	  two	  clonal	  γTCR	  gene	  rearrangements	  have	  been	  detected	  by	  PCR	  and	  to	  determine	  if	  CTCL	  consists	  of	  a	  polyclonal	  T-­‐cell	  population.	  	  
Methods:	  	  PCR	  of	  the	  γTCR	  genes	  was	  performed	  using	  DNA	  from	  a	  skin	  specimen	  showing	  high	  grade	  CTCL	  with	  three	  apparent	  clonal	  γTCR	  rearrangements.	  	  The	  amplified	  products	  were	  separated	  by	  gel	  electrophoresis,	  molecularly	  cloned	  in	  bacteria,	  and	  subjected	  to	  sequence	  analysis.	  	  	  	  





Vγ1-­‐8	  TCR	  gene	  rearrangements	  (234	  and	  237	  base	  pair	  fragments).	  	  The	  sequences	  of	  the	  two	  Vγ1-­‐8	  rearrangements	  were	  86%	  similar.	  	  The	  Vγ9,10	  sequence	  was	  17%	  similar	  to	  the	  234	  base	  pair	  Vγ1-­‐8	  sequence	  and	  19%	  similar	  to	  the	  237	  base	  pair	  Vγ1-­‐8	  sequence.	  	  
Conclusion:	  	  The	  dissimilarity	  in	  DNA	  sequences	  among	  the	  three	  rearranged	  clonal	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Clinical	  Presentation	  of	  Cutaneous	  T-­cell	  Lymphoma	  





cells	  lose	  affinity	  for	  the	  skin	  and	  migrate	  to	  lymph	  nodes,	  viscera,	  and	  peripheral	  blood.	  	  Early	  detection	  and	  treatment	  is	  essential	  as	  the	  disease	  is	  often	  fatal	  when	  systemic;	  patients	  with	  progression	  to	  the	  tumor	  or	  disseminated	  (erythrodermic)	  stages	  have	  a	  5-­‐year	  survival	  rate	  of	  40%	  (7).	  	  The	  distribution	  is	  classically	  confined	  to	  areas	  hidden	  from	  sun	  (“bathing	  suit”	  distribution)	  and	  includes	  the	  flanks,	  breasts,	  inner	  thighs,	  inner	  arms,	  and	  axillae	  (8).	  	  Generally,	  patients	  present	  with	  pruritus,	  chronic	  nonspecific	  dermatitis,	  poikilodermatous	  skin	  lesions,	  or	  generalized	  erythroderma	  (9).	  	  	  	  
Histology	  of	  Cutaneous	  T-­cell	  Lymphoma	  










the	  tumor	  stage	  are	  found	  in	  the	  dermis	  (22).	  	  The	  findings	  of	  this	  study	  are	  limited	  by	  the	  fact	  that	  samples	  were	  obtained	  from	  just	  five	  patients.	  	  Clearly,	  additional	  studies	  using	  a	  similar	  experimental	  design	  are	  needed	  to	  verify	  the	  reliability	  and	  generalizability	  of	  the	  conclusions	  of	  Gellrich	  et	  al.	  	  Specific	  determination	  of	  the	  localization	  of	  malignant	  T-­‐cells	  during	  various	  stages	  of	  disease	  may	  prove	  to	  be	  of	  great	  benefit	  in	  elucidating	  the	  pathophysiology	  of	  CTCL	  and	  ultimately	  in	  improving	  diagnosis	  of	  this	  elusive	  diagnostic	  entity.	  	  
Molecular	  Diagnosis	  of	  Cutaneous	  T-­cell	  Lymphoma	  	  





are	  further	  divided	  into	  αβT-­‐cells	  or	  γδT-­‐cells	  based	  upon	  the	  type	  of	  antigen-­‐binding	  TCR	  they	  express	  on	  their	  cell	  surface	  membrane	  (24).	  	  αβT-­‐cells	  comprise	  approximately	  95%	  of	  the	  total	  number	  of	  T-­‐cells	  found	  in	  the	  body,	  and	  the	  remaining	  5%	  are	  γδT-­‐cells.	  	  	  The	  majority	  of	  CTCL	  T-­‐cells	  are	  CD4+	  αβT-­‐cells	  (25).	  	  	  	   There	  are	  four	  TCR	  genes	  that	  encode	  the	  antigen-­‐binding	  receptors:	  α,	  β,	  δ,	  and	  γ.	  	  All	  mature	  T-­‐cells,	  even	  αβT-­‐cells,	  carry	  the	  γTCR	  gene	  which	  has	  undergone	  rearrangement	  early	  in	  T-­‐cell	  development	  in	  the	  thymus	  (26).	  	  The	  δTCR	  gene	  is	  the	  first	  to	  rearrange	  followed	  by	  γTCR	  and	  half	  of	  the	  βTCR	  genes.	  	  The	  γδTCR	  genes	  can	  then	  be	  transcribed,	  and	  the	  cell	  may	  express	  the	  γδTCR.	  	  Alternatively,	  the	  δTCR	  gene	  is	  deleted,	  and	  the	  αTCR	  and	  remainder	  of	  the	  βTCR	  genes	  are	  rearranged	  allowing	  for	  expression	  of	  the	  αβTCR	  (27,	  28).	  	  	   The	  γTCR	  gene	  has	  a	  limited	  number	  of	  possible	  rearrangements	  compared	  to	  the	  αβTCR.	  	  	  There	  are	  70	  possible	  V	  region	  combinations	  compared	  to	  2500	  in	  the	  V	  region	  of	  the	  αβTCR	  gene	  (29).	  	  Approximately	  3	  x	  106	  possible	  αβTCRs	  and	  5	  x	  103	  possible	  γTCRs	  can	  be	  generated	  through	  rearrangement	  of	  these	  regions	  (30).	  	  Although	  most	  peripheral	  T-­‐cells	  express	  the	  αβTCR,	  they	  also	  possess	  the	  rearranged	  γTCR	  gene	  (31).	  	  Consequently,	  given	  its	  relative	  simplicity	  compared	  to	  the	  αβTCR	  gene,	  the	  γTCR	  gene	  is	  often	  used	  to	  detect	  polyclonal	  and	  clonal	  (malignant)	  T-­‐cells.	  	  





constant	  (C)	  regions	  (Figure	  1).	  	  This	  gene	  undergoes	  rearrangement	  in	  the	  thymus	  early	  during	  lymphoid	  differentiation.	  	  During	  this	  process	  V,	  J,	  and	  C	  gene	  segments	  are	  randomly	  spliced	  together,	  and	  a	  various	  number	  of	  nucleotides	  are	  deleted	  and	  inserted	  between	  the	  V	  and	  J	  segments	  (33)	  creating	  T-­‐cells	  with	  unique	  γTCR	  gene	  sequences.	  	  	  	  
Figure 1: γTCR	  germline	  gene	  rearrangement	  schematic.	  	  Variable	  (V),	  joining	  (J),	  and	  constant	  (C)	  genes	  are	  spliced	  together,	  and	  a	  random	  number	  of	  nucleotides	  (N)	  are	  inserted	  between	  V	  and	  J	  regions.	  	  The	  γTCR	  germline	  gene	  rearrangement	  process	  creates	  a	  unique	  genetic	  sequence	  in	  mature	  T-­‐cells	  and	  ensures	  the	  γTCR	  will	  recognize	  a	  wide	  variety	  of	  antigens.




















did	  they	  arise	  from	  the	  same	  progenitor	  cell?	  	  These	  are	  the	  unanswered	  questions	  which	  form	  the	  basis	  for	  the	  process	  of	  inquiry	  described	  here.	  	  	  
Statement	  of	  Aim	  and	  Hypothesis:	  	   We	  hypothesize	  CTCL	  is	  a	  polyclonal	  T-­‐cell	  lymphoma.	  	  We	  propose	  that	  the	  multiple	  clonal	  γTCR	  sequences	  identified	  in	  the	  minority	  of	  CTCL	  patients	  represent	  multiple	  malignant	  clones.	  	  The	  first	  aim	  of	  this	  project	  is	  to	  determine	  the	  origin	  of	  the	  supernumerary	  (more	  than	  two)	  γTCR	  clonal	  sequences	  routinely	  detected	  by	  conventional	  TCR	  PCR	  and	  capillary	  electrophoresis.	  	  The	  fundamental	  question	  is	  whether	  CTCL	  arises	  out	  of	  multiple	  sets	  of	  T-­‐cells	  or	  whether	  a	  single	  malignant	  progenitor	  T-­‐cell	  creates	  subsequent	  subclones.	  	  We	  hypothesize	  that	  the	  multiple	  clonal	  populations	  have	  arisen	  from	  a	  single	  progenitor	  T-­‐cell.	  	  	  	   We	  also	  hypothesize	  that	  clonal	  T-­‐cells	  preferentially	  migrate	  to	  the	  epidermis	  in	  early	  CTCL	  and	  later	  migrate	  to	  the	  dermis.	  	  The	  second	  aim	  of	  this	  project	  is	  to	  determine	  what	  part	  of	  the	  epidermis	  and	  dermis	  the	  clonal	  CTCL	  T-­‐cells	  migrate	  to	  during	  different	  stages	  of	  disease.	  	  We	  ultimately	  hope	  to	  clarify	  the	  pathophysiology	  of	  CTCL.	  
	  
Methods:	  





γTCR	  clonal	  rearrangement.	  	  The	  Dermatopathology	  Laboratory	  had	  previously	  formalin-­‐fixed	  and	  paraffin-­‐embedded	  each	  sample.	  	  	   Laser	  capture	  microdissection	  was	  used	  to	  remove	  the	  epidermis	  and	  dermis	  from	  selected	  biopsies.	  	  The	  biopsy	  samples	  were	  sliced	  into	  6-­‐micron	  thick	  sections	  and	  mounted	  on	  glass	  slides	  with	  a	  polyethylene	  naphthalate	  membrane	  (Figure	  2a).	  	  	  Mr.	  Vincent	  Klump	  in	  the	  Dermatopathogy	  Laboratory	  deparaffinized	  the	  samples	  by	  using	  the	  following	  protocol:	  	  4	  washes	  in	  250	  ml	  of	  xylene	  for	  2.5	  minutes,	  2	  washes	  in	  250	  ml	  of	  100%	  ethanol	  for	  1	  minute,	  2	  washes	  in	  250	  ml	  of	  95%	  ethanol	  for	  1	  minute,	  and	  2	  rinses	  in	  water.	  	  The	  slides	  were	  then	  air-­‐dried	  overnight	  	   Mr.	  Vincent	  Klump	  and	  Dr.	  Eleanor	  Knopp	  assisted	  with	  operating	  the	  2006	  Leica	  Laser	  Microdissection	  System.	  	  The	  laser	  was	  used	  to	  separate	  and	  to	  collect	  the	  entire	  epidermis	  and	  dermis	  of	  each	  biopsy	  specimen.	  	  First,	  the	  laser	  was	  used	  to	  dissect	  the	  epidermal-­‐dermal	  junction	  (Figure	  2b).	  	  The	  dermis	  (Figure	  2c-­‐e)	  followed	  by	  the	  epidermis	  (Figure	  2f)	  was	  then	  removed.	  	  The	  laser-­‐dissected	  cells	  were	  collected	  in	  0.5	  ml	  microcentrifuge	  tube	  filled	  with	  either	  40	  µl	  of	  AE	  buffer	  or	  buffer	  ATL	  (Qiagen)	  and	  subjected	  to	  DNA	  extraction.	  	  	  





collection	  tube.	  	  f.	  	  The	  epidermis	  and	  dermis	  are	  removed	  from	  the	  slide.
	  	  
DNA	  Extraction	  	  





	   To	  ensure	  both	  kits	  compared	  the	  same	  amount	  of	  T-­‐cell	  DNA	  for	  analysis,	  DNA	  extraction	  by	  both	  kits	  was	  performed	  on	  one	  biopsy	  specimen.	  	  Two	  sequential	  6-­‐micron	  thick	  slices	  were	  taken	  from	  one	  CTCL	  biopsy	  specimen.	  	  Anatomical	  landmarks	  such	  as	  vessels	  and	  hair	  follicles	  were	  located	  in	  both	  sequential	  slices	  and	  used	  to	  map	  laser	  dissection	  boundaries	  (Figure	  3a-­‐d).	  	  All	  tissue	  from	  the	  outer	  edges	  of	  each	  slice	  was	  dissected	  with	  the	  laser.	  	  Tissue	  was	  dissected	  up	  to	  an	  anatomical	  landmark	  located	  on	  both	  sequential	  biopsies.	  	  Dermis	  was	  then	  separated	  from	  epidermis	  at	  the	  epidermal-­‐dermal	  junction.	  	  The	  epidermis	  was	  then	  removed.	  	  Both	  DNA	  extraction	  kits	  were	  used	  to	  extract	  DNA	  from	  epidermis	  and	  dermis	  from	  this	  one	  biopsy.	  	  















for	  one	  minute.	  	  The	  isolated	  template	  DNA	  concentration	  was	  measured	  using	  a	  spectrophotometer.	  	  	  	  
Polymerase	  Chain	  Reaction	  	   PCR	  amplification	  of	  rearranged	  γTCR	  genes	  was	  completed	  behind	  a	  plastic	  shield	  in	  a	  room	  in	  which	  PCR	  is	  the	  only	  experiment	  done.	  	  PCR	  was	  completed	  twice	  to	  ensure	  accurate	  results.	  	  Consensus	  primers	  (Table	  1)	  in	  three	  multiplexes	  were	  used	  to	  amplify	  all	  potential	  γTCR	  gene	  rearrangements	  (39).	  	  	  Non-­‐fluorescently	  labeled	  PCR	  primers	  were	  used	  when	  amplified	  DNA	  was	  subjected	  to	  sequencing.	  	  	  	  
Table	  1:	  γTCR	  PCR	  primer	  sequences.	  	  	  










positive	  results	  can	  also	  be	  obtained	  when	  PCR	  amplifies	  a	  small	  sample.	  	  Duplicating	  the	  PCR	  can	  ensure	  the	  perceived	  clonality	  is	  valid.	  	  	  	  	  	  	  
PCR	  Analysis	  	   All	  patients’	  PCR	  products	  were	  analyzed	  with	  a	  3130	  ABI	  Prism	  capillary	  electrophoresis	  aparatus.	  	  	  0.5	  µl	  ROX,	  13	  µl	  Hidi,	  and	  1	  µl	  template	  DNA	  sample	  were	  added	  to	  each	  well	  in	  a	  96-­‐well	  plate.	  	  	  Ms.	  Susan	  Bell	  and	  Ms.	  Vesna	  Meric	  loaded	  the	  samples	  and	  operated	  the	  capillary	  electrophoresis	  machine.	  	  Ms.	  Monica	  Talmor	  obtained	  the	  raw	  data	  from	  the	  machine.	  	  	  Dr.	  Jeffrey	  Sklar	  assisted	  with	  data	  interpretation.	  	  	  	   Patient	  S1-­‐S4’s	  γTCR	  PCR	  products	  were	  run	  on	  an	  8%	  polyacrylamide	  gel.	  	  The	  gel	  was	  composed	  of	  the	  following:	  	  42	  g	  urea,	  10	  ml	  10X	  TBE,	  26.6	  ml	  30%	  Acrylamide	  Solution,	  approximately	  100	  ml	  distilled-­‐deionized	  water,	  35	  µl	  TEMED,	  and	  700	  µl	  10%	  APS.	  	  The	  PCR	  products	  were	  run	  at	  296	  volts	  for	  2	  hours.	  	  The	  gel	  was	  stained	  in	  0.5	  µg/ml	  ethidium	  bromide	  in	  TE	  buffer	  for	  20	  minutes	  and	  viewed	  under	  UV	  light.	  	  The	  clonal	  bands	  were	  excised,	  transferred	  into	  separate	  tubes,	  incubated	  at	  4°	  overnight	  in	  20-­‐40	  µl	  of	  autoclaved	  water,	  and	  subjected	  to	  sequencing.	  	  	  	  	   	  
Sequencing	  





4	  µl	  DNA	  gel	  solution,	  1	  µl	  1.2M	  NaCl,	  and	  1	  µl	  vector	  were	  added	  to	  each	  tube.	  	  The	  mixture	  was	  incubated	  at	  room	  temperature	  for	  40	  minutes.	  	  5	  µl	  of	  the	  solution	  was	  added	  to	  competent	  Escherichia	  coli	  (E.	  coli)	  bacterial	  colonies	  and	  incubated	  on	  ice	  for	  30	  minutes.	  	  The	  colonies	  were	  heat-­‐shocked	  for	  one	  minute	  at	  4°C	  and	  then	  transferred	  to	  ice	  for	  two	  minutes.	  	  300	  µl	  of	  liquid	  agar	  was	  added	  to	  each	  tube	  and	  shook	  for	  one	  hour.	  	  100	  µl	  of	  transformed	  bacteria	  were	  cultured	  overnight	  at	  37°C	  on	  agar	  petri	  dishes	  with	  80	  µl	  X-­‐gal	  (5-­‐bromo-­‐4-­‐chloro-­‐3-­‐indolyl-­‐b-­‐D-­‐galactopyranoside).	  	  	  	   X-­‐gal	  is	  used	  in	  gene	  cloning	  to	  determine	  which	  bacterial	  colonies	  have	  incorporated	  the	  vector.	  	  The	  lacZ	  gene	  encodes	  β-­‐galactosidase,	  an	  enzyme	  that	  cleaves	  X-­‐gal	  into	  galactose	  and	  5-­‐bromo-­‐4-­‐chloro-­‐3-­‐hydroxyindole	  which	  is	  converted	  to	  a	  blue	  product.	  	  Bacterial	  colonies	  with	  a	  functional	  lacZ	  gene	  will	  synthesize	  β-­‐galactosidase.	  	  E.	  coli	  do	  not	  have	  the	  lacZ	  gene,	  but	  the	  vector	  does.	  	  The	  PCR	  insertion	  site	  is	  located	  within	  the	  lacZ	  gene	  of	  the	  vector	  (Figure	  4),	  therefore,	  a	  successful	  insertion	  of	  the	  PCR	  product	  into	  the	  bacterial	  vector	  will	  render	  the	  gene	  dysfunctional.	  	  The	  bacteria	  that	  uptake	  the	  vector	  that	  do	  not	  contain	  the	  PCR	  product	  insertion	  will	  grow	  blue	  colonies	  when	  incubated	  in	  the	  presence	  of	  X-­‐gal	  because	  they	  have	  a	  functional	  lacZ	  gene.	  	  Bacterial	  colonies	  that	  have	  taken	  up	  the	  vector	  with	  the	  inserted	  PCR	  product	  do	  not	  have	  a	  functional	  





Figure	  4:	  	  Map	  of	  pCR®II-­‐TOPO®	  and	  the	  sequence	  surrounding	  the	  TOPO®	  cloning	  site	  utilized	  in	  bacterial	  transformation.	  	  The	  EcoR1	  restriction	  sites	  are	  circled	  in	  red,	  and	  the	  PCR	  product	  insertion	  site	  is	  circled	  in	  orange.	  	  	  





Buffer	  PE	  was	  added	  and	  centrifuged	  at	  7,600	  RPM	  for	  two	  minutes.	  	  The	  contents	  were	  transferred	  to	  a	  column,	  eluted	  with	  140	  µl	  of	  water,	  and	  centrifuged	  for	  10	  minutes.	  	  	   The	  bacterial	  DNA	  was	  digested	  and	  analyzed	  on	  a	  gel	  to	  determine	  which	  colonies	  were	  successfully	  transformed.	  	  6.5	  µl	  DNA	  from	  each	  colony	  was	  digested	  with	  1	  µl	  10X	  buffer,	  0.5	  µl	  EcoR1	  endonuclease,	  and	  2	  µl	  deionized	  water.	  	  The	  tubes	  were	  incubated	  in	  70°C	  water	  bath	  for	  1	  hour.	  	  The	  digested	  DNA	  was	  then	  subjected	  to	  electrophoresis	  in	  a	  1.75%	  agarose	  gel	  at	  120	  volts	  for	  25	  minutes.	  	  	  	  	   The	  DNA	  from	  the	  bacteria	  known	  to	  possess	  the	  PCR	  products	  was	  sent	  to	  W.	  M.	  Keck	  Facility	  at	  Yale	  University	  for	  sequencing.	  	  Sequencing	  alignment	  and	  similarity	  assessment	  was	  determined	  using	  the	  Basic	  Local	  Alignment	  Search	  Tool	  (BLAST)	  program.	  	  	  	  
Results:	  





Table	  2:	  	  Patient	  demographics.	  







	   	   	   	   Epidermis/	  
Dermis	  L1	  	   55	   M	   CTCL	   9/8/2009	   2.1	  /	  5.5	  L2	  	   54	   M	   CTCL	   3/18/2008	   4.8	  /	  1.8	  L3	  	   52	   M	   CTCL	   10/19/2006	   1.3	  /	  3.5	  	  L4	  	   32	   F	   CTCL	   1/12/2006	   1.6	  /	  0.4	  L5	  	   73	   F	   CTCL	   10/20/2006	   0	  /	  3.0	  L6	   79	   M	   SCC	   1/19/2010	   -­‐	  





on	  average	  0-­‐5.5	  ng/µl	  of	  DNA	  from	  laser	  microdissected	  tissue	  and	  15.5-­‐30	  ng/µl	  of	  DNA	  from	  whole	  biopsy	  specimens	  (Table	  2).	  	  	  
	   Vg1-­‐8	  primer	  multiplex	  is	  known	  to	  yield	  225-­‐255	  base	  pair	  PCR	  products;	  Vg910	  primer	  multiplex	  yields	  175-­‐205	  base	  pair	  PCR	  products;	  Vg11	  primer	  multiplex	  yields	  175-­‐205	  base	  pair	  PCR	  products	  (39).	  	  The	  Vg1-­‐8	  rearrangement	  PCR	  products	  ranged	  from	  222.77-­‐	  251.58	  base	  pairs	  ,and	  the	  Vg910	  rearrangement	  PCR	  products	  ranged	  from	  170.94-­‐201.22	  base	  pairs.	  	  Finally,	  the	  Vg11	  gene	  rearrangements	  produced	  PCR	  fragments	  ranging	  from	  184.31-­‐186.47	  base	  pairs.	  	  	  	   The	  epidermal	  and	  dermal	  clonality	  results	  of	  five	  patients	  with	  CTCL	  and	  one	  with	  squamous	  cell	  carcinoma	  (SCC)	  are	  listed	  in	  Table	  3.	  	  All	  five	  CTCL	  specimens	  revealed	  clonality	  confirmed	  by	  repeat	  PCR.	  	  Patient	  L1	  exhibited	  two	  Vγ1-­‐8	  and	  two	  Vγ9,10	  clonal	  rearrangements	  in	  both	  the	  epidermis	  and	  dermis.	  	  The	  clones	  in	  the	  epidermis	  and	  dermis	  had	  the	  same	  number	  of	  base	  pairs.	  	  Patient	  L2	  had	  one	  epidermal	  Vγ1-­‐8	  clone	  and	  two	  Vγ9,10	  clones	  within	  the	  epidermis	  and	  dermis.	  	  The	  epidermal	  and	  dermal	  Vγ9,10	  clones	  had	  the	  same	  number	  of	  base	  pairs.	  	  Patient	  L3	  had	  one	  epidermal	  and	  one	  dermal	  Vγ9,10	  clone,	  but	  they	  differed	  in	  the	  number	  of	  base	  pairs.	  	  Patient	  L4	  displayed	  one	  dermal	  Vγ1-­‐8	  and	  two	  Vγ9,10	  clonal	  rearrangements,	  and	  patient	  L5	  failed	  to	  produce	  any	  PCR	  products	  even	  after	  repeated	  PCR.	  	  	  	  


































Clones	  L1	  	   239	  &	  240	  	   239	  &	  240	   188	  &	  189	   188	  &	  189	   -­‐	   -­‐	  L2	   240	   -­‐	   188	  &	  189	   188	  &	  189	  	   -­‐	   -­‐	  L3	  	   -­‐	   -­‐	   195	   189	   -­‐	   -­‐	  L4	  	   -­‐	   240	   -­‐	   195	  &	  200	   -­‐	   -­‐	  L5	  	   ∅	   ∅	   ∅	   ∅	   ∅	   ∅	  L6	  	   251	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	   -­‐	  
∅	  =	  no	  clonal	  or	  polyclonal	  PCR	  products	  detected	  -­‐	  =	  no	  clonal	  PCR	  products	  detected	  	  	   Unexpectedly,	  the	  SCC	  biopsy	  (L6),	  the	  control,	  displayed	  one	  Vγ1-­‐8	  rearrangement	  clone	  in	  the	  epidermis.	  	  Polyclonal	  T-­‐cells	  with	  Vγ1-­‐8,	  Vγ9,10,	  and	  Vγ11	  rearrangements	  were	  scattered	  throughout	  the	  epidermis	  and	  dermis.	  	  	  	  	  	  	  	   	  
Analysis	  Supernumerary	  Clonal	  γTCR	  Gene	  Rearrangements	  	  






Table	  4:	  	  Number	  of	  supernumerary	  clonal	  γTCR	  gene	  rearrangements	  in	  patients	  with	  CTCL.	  








Clones	  S1	  	   2	   1	   0	  S2	  	   4	   0	   0	  S3	  	   5	   1	   1	  S4	  	   1	   1	   1	  	  	   Capillary	  electrophoresis	  of	  patient	  S1’s	  γTCR	  PCR	  products	  revealed	  three	  clonal	  peaks	  (peaks	  one,	  two,	  and	  three)	  amidst	  polyclonal	  peaks	  (Figure	  5).	  	  Peaks	  one	  and	  two	  had	  Vγ1-­‐8	  TCR	  gene	  rearrangements	  and	  estimated	  PCR	  fragment	  sizes	  of	  237	  and	  239	  base	  pairs,	  respectively.	  	  Peak	  three,	  a	  Vγ9,10	  TCR	  gene	  rearrangement,	  had	  an	  estimated	  size	  of	  181	  base	  pairs.	  	  Peak	  one	  was	  72.9	  times	  taller	  than	  the	  tallest	  polyclonal	  peak.	  	  Peak	  two	  was	  48.4	  times	  taller	  than	  the	  tallest	  polyclonal	  peak.	  	  Peak	  three	  was	  3.3	  times	  taller	  than	  the	  tallest	  polyclonal	  peak.	  	  Vγ11	  TCR	  gene	  rearrangements	  revealed	  only	  polyclonal	  PCR	  products.	  	  	  	  





(peaks	  1-­‐3).	  	  Vγ1-­‐8	  has	  two	  dominant	  clones,	  Vγ9,l0	  has	  one	  dominant	  clone,	  and	  Vγ11	  has	  no	  dominant	  clone.	  





base	  pairs.	  	  The	  Vγ9,10	  TCR	  PCR	  product	  was	  189	  base	  pairs,	  and	  the	  Vγ11	  PCR	  clone	  was	  183	  base	  pairs.	  	  All	  clonal	  peaks	  were	  at	  least	  three	  times	  taller	  than	  the	  tallest	  polyclonal	  peak.	  	  	  	   Patient	  S4	  had	  one	  Vγ1-­‐8	  TCR,	  one	  Vγ9,10,	  and	  one	  Vγ11	  TCR	  clonal	  gene	  rearrangements.	  	  The	  Vγ1-­‐8	  TCR	  PCR	  product	  was	  231	  base	  pairs,	  the	  Vγ9,10	  TCR	  PCR	  product	  was	  175	  base	  pairs,	  and	  the	  Vγ11	  PCR	  product	  was	  195	  base	  pairs.	  	  All	  clonal	  peaks	  were	  at	  least	  three	  times	  taller	  than	  the	  tallest	  polyclonal	  peak.	  	  	  	  	  	  	  	   The	  γTCR	  PCR	  products	  were	  subjected	  to	  polyacrylamide	  gel	  electrophoresis	  (Figure	  6).	  	  Patient	  S1’s	  Vγ1-­‐8	  PCR	  products	  revealed	  two	  distinct	  clonal	  bands	  approximately	  250	  base	  pairs	  in	  size	  amongst	  a	  smear	  of	  polyclonal	  DNA;	  the	  Vγ9,10	  PCR	  products	  revealed	  one	  distinct	  clonal	  band	  approximately	  200	  base	  pairs	  in	  size	  amongst	  a	  smear	  of	  polyclonal	  DNA	  (Figure	  6a).	  	  Although	  patient	  S2,	  S3,	  and	  S4s’	  clonal	  γTCR	  DNA	  bands	  were	  visible,	  they	  were	  not	  strong	  or	  sharp	  enough	  to	  excise	  for	  sequencing	  (Figure	  6b),	  therefore,	  further	  characterization	  was	  prohibited.	  	  Only	  patient	  S1’s	  clonal	  PCR	  products	  were	  further	  characterized.	  	  	  	  





enough	  to	  extract	  and	  sequence.	  	  The	  tonsil	  lane	  has	  contamination	  with	  the	  size	  standard	  and	  Jurkat	  DNA.	  	  The	  white	  arrow	  points	  to	  primer	  dimers.	  	  	  	  	  	  	  
a.	  	   	   	   	   	  	  	  	  	  	  	  	  b.
	  	  	   Figure	  7	  displays	  the	  success	  of	  the	  transformed	  bacterial	  colonies	  with	  patient	  S1’s	  PCR	  products.	  	  Successfully	  transformed	  colonies	  displayed	  2	  bands	  (the	  vector	  and	  the	  spliced	  out	  PCR	  product)	  after	  exposure	  to	  EcoR1.	  	  Two	  bacterial	  colonies	  with	  amplified	  vector	  and	  PCR	  product	  DNA	  from	  each	  clonal	  DNA	  of	  patient	  S1	  were	  selected	  for	  sequencing.	  	  	  





unsuccessfully	  transformed	  colonies	  only	  showed	  one	  band	  (denoted	  by	  the	  X’s)	  because	  the	  spliced	  out	  DNA	  product	  does	  not	  contain	  a	  PCR	  product,	  and	  therefore,	  is	  too	  small	  to	  create	  a	  visible	  band.	  	  	  The	  arrows	  point	  to	  the	  clones	  selected	  for	  sequencing.	  	  	  
	  
	  	   The	  DNA	  sequences	  of	  patient	  S1’s	  peaks	  one,	  two,	  and	  three	  were	  successfully	  determined	  (Table	  5).	  	  The	  Vγ1-­‐8	  rearrangement	  DNA	  sequences	  of	  peaks	  one	  (234	  base	  pairs)	  and	  two	  (237	  base	  pairs)	  were	  86%	  similar	  (Figure	  8a).	  	  Peak	  three,	  the	  Vγ9,10	  sequence	  (184	  base	  pairs)	  was	  19%	  similar	  to	  the	  237	  base	  pair	  Vγ1-­‐8	  sequence	  (Figure	  8b)	  and	  17%	  similar	  to	  the	  234	  base	  pair	  Vγ1-­‐8	  sequence	  (Figure	  8c).	  	  	  
Table	  5:	  	  Nucleotide	  sequences	  of	  the	  clonal	  Vγ	  TCR	  PCR	  products	  of	  patient	  S1.	  










Vγ1-­‐8	  Peak	  1	   5'	  ACC	  AGG	  AGG	  GGA	  AGG	  CCC	  CAC	  AGC	  ATC	  TTC	  CAT	  ACT	  ATG	  ACC	  CCT	  ACT	  ACT	  CCA	  GGG	  TTG	  TGT	  TGG	  AAT	  CAA	  GAA	  TCA	  GTA	  GAG	  GAA	  AGT	  ATT	  TTA	  CTT	  ATG	  CAA	  GCA	  TGA	  GGA	  GGA	  GCT	  GGA	  AAT	  TGA	  TAC	  TGC	  AAA	  ATC	  TAA	  TTG	  AAA	  ATG	  ATT	  CTG	  GAT	  CTA	  TTA	  CTG	  TGC	  CAC	  CTG	  GGA	  CAG	  GCG	  TCT	  GGG	  AAA	  CTC	  TTT	  GGC	  AGT	  GGA	  ACA	  ACA	  CTT	  GTT	  GTC	  ACA	  
GGT	  3'	  
234	   237	  
Vγ1-­‐8	  	  Peak	  2	   5'	  ACC	  AGG	  AAG	  GGG	  AAG	  GCC	  CCA	  CAG	  CGT	  CTT	  CTG	  TAC	  TAT	  GAC	  TCC	  TAC	  AAC	  TCC	  AGG	  GTT	  GTG	  TTG	  GAA	  TCA	  GGA	  ATC	  AGT	  CGA	  GAA	  AAG	  TAT	  CAT	  ACT	  TAT	  GCA	  AGC	  ACA	  GGG	  AAG	  AGC	  CTT	  AAA	  TTT	  ATA	  CTG	  GAA	  AAT	  CTA	  ATT	  GAA	  CGT	  GAC	  TCT	  GGG	  GTC	  TAT	  TAC	  TGT	  GCC	  ACC	  TGG	  GAT	  AGT	  TAT	  TAT	  AAG	  AAA	  CTC	  TTT	  GGC	  AGT	  GGA	  ACA	  ACA	  CTT	  GTT	  
GTC	  ACA	  GGT	  3’	  
237	   239	  
Vγ9,10	  Peak	  3	   5'	  AGA	  AAG	  GAA	  TCT	  GGC	  ATT	  CCG	  TCA	  GGC	  AAA	  TTT	  GAG	  GTG	  GAT	  AGG	  ATA	  CCT	  GAA	  ACG	  TCT	  ACA	  TCC	  ACT	  CTC	  ACC	  ATT	  CAC	  AAT	  GTA	  GAG	  AAA	  CAG	  GAC	  ATA	  GCT	  ACC	  TAC	  TAC	  TGT	  GCC	  TTG	  TGG	  GAG	  CCG	  AGG	  GGA	  TTA	  TAA	  GAA	  ACT	  CTT	  TGG	  CAG	  TGG	  AAC	  AAC	  ACT	  TGT	  TGT	  CAC	  AGG	  T	  3’	  
184	   181	  
*Estimation	  determined	  by	  capillary	  electrophoresis.	  (Primer	  sequences	  are	  bolded)	  	  











Discussion:	   	  
Epidermal	  and	  Dermal	  Clonal	  T-­cells	  	  





and	  leukemias	  arise	  from	  B-­‐cells,	  lymphomas	  presenting	  in	  the	  skin	  typically	  consist	  of	  T-­‐cells	  (17).	  	  CTCL’s	  are	  malignancies	  of	  CD4+	  helper	  T-­‐cells	  that	  acquire	  cutaneous	  lymphoid	  antigen	  (CLA)	  on	  their	  surfaces.	  	  CLA	  functions	  as	  a	  skin-­‐homing	  receptor	  guiding	  the	  malignant	  cells	  to	  the	  skin	  early	  in	  the	  disease	  process	  (51).	  	  As	  mentioned	  previously,	  skin-­‐homing	  T-­‐cells	  migrate	  to	  the	  epidermis	  during	  early	  stages	  of	  CTCL.	  	  Elucidating	  the	  migration	  patterns	  of	  clonal	  T-­‐cells	  in	  CTCL	  may	  help	  to	  decipher	  the	  pathophysiology	  of	  this	  complicated	  disease.	  	  Furthermore,	  studying	  T-­‐cell	  migration	  patterns	  during	  different	  stages	  of	  CTCL	  may	  lead	  to	  the	  development	  methods	  which	  permit	  earlier	  detection.	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   Only	  one	  study	  has	  been	  published	  analyzing	  T-­‐cell	  micro-­‐compartmentalization	  in	  CTCL;	  Gellrich	  et	  al	  used	  laser	  capture	  microdissection,	  




















degradation	  as	  tissue	  stored	  for	  more	  than	  five	  years	  has	  been	  shown	  have	  significantly	  reduced	  PCR	  amplification	  (58).	  	  	  	   The	  QIAamp	  DNA	  Micro	  kit	  was	  ultimately	  used	  for	  DNA	  isolation	  of	  laser	  capture	  microdissected	  biopsies.	  	  Although	  the	  DNA	  extraction	  using	  the	  REPLI-­‐g	  FFPE	  Qiagen	  kit	  yielded	  2830	  and	  3286	  ng/µl	  of	  DNA,	  an	  average	  of	  1,112	  times	  the	  concentration	  of	  DNA	  extracted	  by	  the	  QIAamp	  DNA	  Micro	  kit,	  the	  products	  failed	  to	  produce	  viable	  DNA.	  	  PCR	  products	  were	  not	  detected	  on	  capillary	  electrophoresis.	  	  The	  high	  concentration	  of	  DNA	  detected	  by	  spectrometry	  was	  likely	  due	  to	  individual	  nucleotides	  and	  not	  whole	  genomic	  DNA.	   	  	  





results	  and	  evidence	  of	  other	  oligoclonal	  T-­‐cell	  lymphomas,	  we	  propose	  that	  CTCL	  can	  be	  a	  polyclonal	  neoplasm.	  	  	  	   The	  supernumerary	  peak	  phenomenon	  can	  be	  explained	  by	  many	  theories.	  	  The	  first	  involves	  our	  hypothesis	  that	  CTCL	  can	  be	  a	  polyclonal	  neoplasm	  as	  it	  may	  involve	  more	  than	  one	  malignant	  T-­‐cell	  clone.	  	  If	  true,	  the	  fundamental	  question	  is	  whether	  CTCL	  T-­‐cells	  arise	  from	  multiple,	  separate	  T-­‐cells	  responding	  to	  a	  common	  stimulus	  (Figure	  9a)	  or	  whether	  the	  clones	  are	  daughter	  cells	  of	  a	  common	  malignant	  T-­‐cell	  progenitor.	  	  


























	   Another	  technical	  issue	  that	  may	  be	  responsible	  for	  creating	  the	  extra	  clonal	  peaks	  is	  inherent	  to	  PCR.	  	  Sometimes,	  for	  unknown	  reasons	  during	  PCR	  cycling	  one	  template	  DNA	  strand	  is	  overamplified	  relative	  to	  all	  other	  sequences,	  resulting	  in	  a	  monoclonal	  peak	  on	  electrophoresis.	  	  This	  can	  be	  ruled	  out	  by	  duplicating	  each	  PCR	  reaction;	  if	  the	  monoclonality	  is	  genuine,	  it	  should	  be	  reproducible.	  	  
Future	  Studies	  	   Regardless	  of	  the	  mechanism	  responsible	  for	  creating	  the	  multiple	  clonal	  





malignant	  T-­‐cell	  might	  determine	  if	  the	  malignant	  cells	  arise	  from	  a	  common	  progenitor.	  	  If	  the	  supernumerary	  clonal	  malignant	  CTCL	  T-­‐cells	  in	  women	  all	  have	  the	  same	  X-­‐inactivation	  pattern,	  one	  could	  argue	  they	  all	  arose	  from	  a	  common	  progenitor.	  	  	  	  	  	  	   	  	   The	  δTCR	  gene	  rearranges	  before	  the	  γTCR	  (27,	  28).	  	  Studying	  the	  δTCR	  clones	  in	  patients	  with	  supernumerary	  clonal	  γTCR	  genes	  may	  also	  establish	  whether	  or	  not	  multiple	  clones	  arise	  from	  the	  same	  progenitor.	  	  If	  the	  CTCL	  patients	  with	  supernumerary	  clonal	  γTCR	  gene	  rearrangements	  display	  the	  same	  δTCR	  gene	  rearrangement,	  this	  would	  indicate	  the	  multiple	  clones	  had	  arisen	  from	  one	  progenitor	  cell	  after	  δTCR	  gene	  rearrangement.	  	  However,	  if	  the	  malignant	  cells	  are	  
αβT-­‐cells,	  the	  δ	  gene	  may	  be	  deleted,	  and	  this	  experiment	  would	  not	  provide	  any	  useful	  data.	  	  	  	  	  	   The	  multiple	  γTCR	  gene	  copies	  theory	  is	  unlikely,	  but	  needs	  to	  be	  ruled	  out.	  	  	  Fluorescent	  in	  situ	  hybridization	  (FISH)	  with	  probes	  hybridizing	  to	  DNA	  flanking	  the	  





two	  distinct	  biopsy	  sites	  were	  found	  in	  approximately	  80%	  of	  CTCL	  patients;	  of	  the	  patients	  with	  inflammatory	  diseases,	  none	  had	  an	  identical	  clone	  in	  both	  biopsy	  specimens	  (68).Comparing	  the	  clonality	  of	  multiple	  biopsy	  sites	  of	  patients	  with	  supernumerary	  peaks	  might	  help	  to	  elucidate	  whether	  or	  not	  the	  additional	  clones	  are	  due	  to	  inflammation.	  	  If	  inflammation	  is	  indeed	  the	  cause	  of	  additional	  clonal	  
γTCR	  gene	  rearrangements,	  the	  clones	  would	  differ	  at	  each	  biopsy	  site.	  	  
Conclusion	   	  	   CTCL	  is	  widely	  considered	  to	  be	  a	  monoclonal	  malignancy	  amongst	  the	  medical	  community.	  	  However,	  our	  research	  shows	  that	  CTCL	  biopsies	  can	  display	  oligoclonality.	  	  Elucidating	  the	  origin	  of	  the	  supernumerary	  monoclonal	  peaks	  in	  the	  





populations	  derived	  from	  initial	  mutated	  progenitor	  T-­‐cell	  populations.	  	  	  However,	  the	  question	  still	  remains	  as	  to	  whether	  CTCL	  arises	  out	  of	  multiple	  sets	  of	  T-­‐cells	  or	  from	  a	  single	  progenitor	  T-­‐cell.	  	  If	  these	  extra	  monoclonal	  peaks	  are	  indeed	  due	  to	  multiple	  malignant	  T-­‐cell	  populations	  arising	  from	  a	  progenitor	  cell	  that	  has	  failed	  to	  undergo	  gene	  rearrangement,	  then	  this	  will	  transform	  the	  way	  clinicians	  think	  about	  and	  perhaps	  even	  approach	  the	  treatment	  of	  CTCL.	  	  Nonetheless,	  deciphering	  the	  supernumerary	  monoclonal	  peaks	  in	  CTCL	  promises	  to	  shed	  light	  on	  what	  has	  proven	  to	  be	  an	  elusive	  and	  ambiguous	  disease	  entity.	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